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Uvod
Oralne  leukoplakije  su,  po  definiciji  Svetske
zdravstvene  organizacije,  beli~aste  promene  na  sluzoko`i
usne duplje koje se prema klini~kim i histopatolo{kim nalazi-
ma ne mogu klasifikovati kao neka druga bolest. Ovaj tip
oralnih  lezija  se  naj~e{}e  sre}e  na  obraznoj  sluzoko`i,
bo~nim  ivicama  sluzoko`e  jezika  i  na  sluzoko`i  bezubih
alveolarnih  grebena  gornje  ili  donje  vilice.  Epidemiolo{ki
podaci  pokazuju  da  su  leukoplakije  2-3  puta  ~e{}e  kod
mu{karaca nego kod `ena, pri ~emu se kao osnovni faktori
rizika navode pu{enje, alkohol, lo{a higijena usta i hroni~na
iritacija  usne  sluzoko`e  neadekvatnim  proteti~kim  nadok-
nadama.  Leukoplakije  se  dele  u  u  tri  tipa:  1)  leukoplakija
simplex,  2)  leukoplakija  endofiti~nog  tipa  (papilarna)  i  3)
leukoplakija egzofiti~nog tipa (papilomatozna). Leukoplakije
su  veoma  ~esta  patologija  u  oralnoj  medicini,  a  posebno
interesovanje  za  njih  izaziva  ~injenica  da  one  mogu  u
odre|enom procentu (1-17%) maligno alterisati
1-3. Pri tome
ne treba gubiti iz vida da vi{e od 50% oralnih karcinoma ima
ve} razvijene lokalne ili udaljene meta promene u trenutku
postavljanja  dijagnoze
4.
Beli~aste promene u vidu zadebljanja glasnih `ica sa
neravnim povr{inama, karfiolasti izra{taji, ulcerativne lezije i
dr.  su  neke  od  makroskopskih  promena  sluznice  larinksa
koje se dele u tri osnovne grupe: 1) hroni~ni laringitis, 2)
papilomi larinksa i 3) tumori larinksa. Hroni~ni laringitis je
naj~e{}e oboljenje sluznice larinksa i nastaje kao posledica
dugotrajnog zapaljenskog procesa nastalog usled delovanja
faktora rizika kao {to su alkohol, pu{enje, aerozaga|enje, ili
usled  oboljenja  gornjih  i  donjih  respiratornih  puteva  i
kona~no usled zloupotrebe glasa. Hroni~ne laringitise karak-
teri{e velika {arolikost makroskopskog nalaza, kao i razli~it
stepen  patolo{kih  promena  u  nivou  sluznice  i  subepiteli-
jalnog tkiva, ali ve}ina autora se sla`e da se hroni~ni laringi-
tisi moraju posmatrati kao prekanceroze
5,6. Va`no je naglasiti
da su simptomi hroni~nog laringitisa nespecifi~ni i da nisu u
korelaciji  sa  prisutnim  stepenom  makroskopskih  promena.
Lezija epitela se mo`e smiriti upornom odgovaraju}om ter-
apijom,  ali  prognoza  bolesti  }e  u  ve}ini  slu~ajeva  ostati
nepoznata.
Ispitivanjima  maligne  }elije  na  molekularnom  nivou
pokazano  je  da  su  za  nastanak  tumora  bitne  promene  na
nivou  odre|enih  klasa  gena:  protonkogena,  tumor  supre-
sornih  gena  (TSG)  ili  gena  koji  u~estvuju  u  popravci
o{te}enja nastalih na molekulu DNK ("repair" geni). Trans-
formisana }elija nosi nekoliko izmenjenih onkogena i TSG, a
izmene  nastaju  postupno  i  prethode  pojavi  histopatolo{kih
promena. Razli~ite neoplasti~ne }elije nose razli~ite kombi-
nacije aktiviranih protoonkogena i inaktiviranih TSG. 
Familiju myc protoonkogena ~ini ve}i broj gena: c-, N-,
L-, B i S-myc. Protoonkogen c-myc se nalazi na hromozomu
8  i  kodira  jedarni  protein  koji  je  po  svojoj  funkciji  DNK
vezuju}i  regulator  transkripcije.  Ovaj  protein  igra  veoma
va`nu ulogu u kontroli rasta, proliferacije, diferencijacije i
apoptoze }elije
7-9. U normalnim }elijama se ekspresija myc-a
pove}ava za vreme deoba, a opada ili se potpuno zaustavlja
kada su  }elije u{le u diferencijaciju. c-myc u povi{enoj kon-
centraciji  stimuli{e  proliferaciju  a  spre~ava  diferencijaciju.
Geni  iz  ove  familije  naj~e{}e  se  aktiviraju  putem  ampli-
fikacije, odnosno pove}anjem broja kopija gena unutar }elije. 
U cilju boljeg razumevanja povezanosti relativno ~estih
promena mukoze usne duplje i larinksa sa pojavom karcino-
ma u tim regijama i u potrazi za biolo{kim markerom koji bi
mogao da pomogne u predvi|anju pona{anja ovih promena i
odredi njihov  potencijalni rizik od maligne transformacije,
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C-myc spada u red onkogena sa va`nom ulogom u humanoj kancero-
genezi, me|utim malo je podataka u literaturi  o promenama ovog gena u
malignim i premalignim lezijama glave i vrata. Sa ciljem da se bolje upoz-
naju  mehanizmi  evolucije  prekanceroznih  lezija  u  prave  kancere  sa
naglaskom na c-myc onkogen, analiziran je njegov status u dva tipa prome-
na za koje se zna da imaju maligni potencijal: oralnim leukoplakijama i
hroni~nim  laringitisima.  U  prvom  tipu  lezija  ustanovljen  je  visok  stepen
(33%) aktivacije myc-onkogena, {to bi ukazivalo na zna~aj ove promene u
malignoj transformaciji leukoplakija, dok u drugom nije na|en nijedan uzo-
rak sa ovom promenom.
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Stom Glas S, 2003; 50:117-119analiziran je status jednog od onkogena naj~e{}e uklju~enih u
humanu  kancerogenezu,  c-myc  onkogena  u  15  uzoraka
oralne leukoplakije i 10 uzoraka hroni~nog laringitisa.
Materijal i metode
Eksperimentalni materijal je ~inilo 15 uzoraka leuko-
plakija dobijenih od pacijenata operisanih na Klinici za Mak-
silofacijalnu hirurgiju Stomatolo{kog fakulteta i 10 uzoraka
hroni~nog laringitisa sa razli~itim stepenom displazije dobi-
jenih na ORL Klinici, KBC Zvezdara.
DNK je izolovana standardnom metodom isoljavanja.
Starost  pacijenata  se  kretala  od  24  do  76  godina  u  grupi
leukoplakija i od 43 do 66 godina u grupi laringitisa. 
Da  bi  se  utvrdilo  prisustvo  amplifikovanog  c-myc
onkogena kori{}en je tzv. diferencijalni PCR, a to je simul-
tana amplifikacija dve razli~ite ciljne sekvence u istoj reakci-
ji  uz  istovremeno  kori{}enje  dva  razli~ita  seta  prajmera
10.
Jedan set prajmera slu`i za umno`avanje ispitivanog onkoge-
na, a drugi za umno`avanje kontrolnog "single copy" gena,
odnosno gena koji je uvek jedinstven u haploidnom genomu,
u  ovom  slu~aju  je  to  bio  gen  za  dopaminski  receptor  D2
(D2R gen). Upore|uju}i relativne koli~ine dva dobijena pro-
dukta PCR reakcije, mo`e se proceniti stepen amplifikacije
onkogena.  Ciljni  fragment  unutar  c-myc  onkogena    je  bio
njegov visoko konzervirani 3. egzon.
c-myc prajmer 1 GCT CCA AGA CGT TGT GTG TTC G
prajmer 2 GGA AGG ACT ATC CTG CTG CCA A
D2R prajmer 1 CCA CTG AAT CTG TCC TGG TAT G
prajmer 2 GTG TGG CAT AGT AGT TGT TAG TGG
Uslovi PCR-a su bili: 35 ciklusa od kojih je za svaki
denaturacija bila na 95° C, hibridizacija prajmera na 50° C i
ekstenzija lanaca na 72° C.
Nakon PCR-a ura|ena je elektroforeza na 8% poliakril-
amidnom gelu a potom bojenje gela srebro-nitratom. Gel je
fotografisan  CCD  kamerom  uz  kori{}enje  programa  Gel
Works.
Rezultati
Detekcija amplifikacije c-myc-a je ra|ena pore|enjem
intenziteta i debljine c-myc trake sa trakom D2R gena koji
predstavlja  internu  kontrolu  za  svaki  pojedina~ni  uzorak  u
jednoj  elektroforetskoj  stazi.  Upotrebom  programa  Image
quant mogu}e je bilo pouzdano merenje intenziteta i broja
piksela, koji odgovaraju koli~ini genskog produkta.
Arbitrarno je uzeto da sigurnu amplifikaciju predstavlja
debljina trake c-myc-a koja je za 25 i vi{e procenata ve}a od
kontrolne, od 10 do 24 % je smatrano verovatnom ampli-
fikacijom,  a  ispod  toga  da  nema  amplifikacije.  Sigurna
amplifikacija je utvr|ena u 4 uzorka leukoplakije, odnosno
33%  (slika  1)  dok  je  u  2  uzorka  bila  verovatna.  Dobijeni
rezultati potvrdjeni su u najmanje dve nezavisne PCR reakci-
je. Nijedna displazija larinksa nije posedovala amplifikaciju
c-myc onkogena.
Slika 1. Poliakrilamidni gel sa PCR produktima dobijenim sa DNK 10 uzoraka
leukoplakija. Gornja traka odgovara c-myc-u a donja kontrolnom genu D2R.
Ta~ke ozna~avaju uzorke sa amplifikacijom.
Figure1. Polyacrylamide gel with PCR products of 10 leukoplakia DNAs. 
The upper band corresponds to c-myc, the lower to the control gene D2R.
Samples with myc amplification are designated with dots.
Diskusija
Aktivacija c-myc gena dovodi do imortalizacije i trans-
formacije  }elije  in  vitro a  registrovana  je  u  ve}em  broju
spontano  nastalih  humanih  tumora,  kao  {to  su  karcinom
dojke
11,  plu}a
12,  jetre
10,13 i  dr  .  Aktivirani  myc  onkogen  se
smatra ~estom ali  kasnom pojavom u procesima kancero-
geneze  koja se dovodi u vezu sa lo{om prognozom bolesti, a
amplifikacija  c-myc-a,  koja  uslovljava  njegovu  pove}anu
ekspresiju, predstavlja naj~e{}i put aktivacije ovog onkoge-
na. Ekstremna amplifikacija gena mo`e se zapaziti i na cito-
genetskom nivou, u formi minutnih hromozoma (dvostruki
minuti) ili kao homogeno obojeni regioni u pojedinim hro-
mozomima, me|utim kona~an dokaz o postojanju i veli~ini
amplifikacije odre|enog gena mo`e se dobiti samo moleku-
larnom analizom.
Podaci o eventualnoj ulozi amplifikacije c-myc onkoge-
na u nastanku kancera glave i vrata su istovremeno, i malo-
brojni  i  kontradiktorni.  Naime,  neke  studije  nagla{avaju
ulogu c-myc gena u genezi planocelularnih karcinoma glave i
vrata
14 dok  je  druge  negiraju
15.  Tako  npr.,  iako  se  zna  da
tumori  hipofarinksa  pokazuju  tendenciju  ka  ovom  tipu
onkogenog poreme}aja, stav istra`iva~a je po pitanju prog-
nosti~kog  zna~aja  ovoga  gena  opet  podeljen.  Neki  autori
veruju da je amplifikacija c-myc-a u vezi sa odmaklim stadi-
jumom bolesti, agresivnim rastom tumora i/ili  prisustvom
metastaza u limfnim ~vorovima
16 dok drugi takvu korelaciju
ne nalaze
17 .
Podaci  o  prekancerozama  u  regiji  glave  i  vrata  su
sasvim oskudni, a prakti~no jedina studija ve}eg uzorka oral-
nih leukoplakija i njihovog onkogenog statusa je na indijskoj
populaciji
18.
Podatak da se amplifikacija myc-onkogena sre}e u tako
viskom procentu oralnih leukoplakija (33%) u na{oj popu-
laciji  iznena|uje  i  svakako  zaslu`uje  pa`nju.  I  pored  pre-
ovla|uju}eg stava da je c- myc amplifikacija kasni fenomen
u  kancerogenezi,  ovakva  pojava  genske  amplifikacije  u
prekancerozi nije sasvim usamljena. Naime, zanimljivo je da
118 Stom Glas S, vol. 50, 2003.je vrlo visok procenat myc amplifikacije na|en i u uzorcima
displazije  karcinoma  cerviksa  uterusa  (44%)19,  kao  i  u
razli~itim prekancerozama kolorektuma
20.
S obzirom da su leukoplakije biolo{ki heterogena grupa
lezija, analiza onkogena i TSG bi mogla da pomogne u pravl-
jenju  distinkcije  izme|u  "prave  leukoplakije",  koja  je  pot-
puno benigna promena i prekanceroza koje samo morfolo{ki
i histolo{ki li~e na nju. Da bi se ustanovila korelacija izme|u
myc  amplifikacije  i  maligne  transformacije  leukoplakije
potrebno je u narednim godinama pa`ljivo pratiti pacijente
kod kojih je ona prona|ena. 
Donekle iznena|uje i podatak da u uzorcima hroni~nog
laringitisa nije utvr|en nijedan uzorak sa c-myc amplifikaci-
jom. Dodu{e, pre dono{enja kona~nih zaklju~aka o zna~aju
ove molekularne promene u patogenezi tumora larinksa tre-
balo  bi  svakako  analizirati  ve}i  uzorak  preneoplasti~nih
promena, ali isto tako stoji i konstatacija da su molekularni
mehanizmi  maligne  transformacije  raznovrsni  i  da  mogu
veoma da variraju od jednog tipa tumora do drugog, ~ak i
kada se radi o onima koji su sli~ni u pogledu lokacije, eti-
ologije i histopatologije .
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C-MYC AMPLIFICATION IN PRECANCEROUS LESIONS OF ORAL
CAVITY AND LARYNX
SUMMARY
Although myc genes are an important family of oncogenes involved in
human carcinogenesis, data concerning its role in head and neck tumors are
quite  limited.  Moreover,  information  regarding  precancerous  lesions  is
almost inexisting. In order to better understand mechanisms of progression
of    premalignant  lesions  into  malignant  and  the  possible  role  of  c-myc
amplification,  the  status  of  this  oncogene  was  analyzed  in  two  types  of
pathological changes  known to possess malignant transformation potential:
oral leukoplakia and chronic laryngitis. In the first type of lesions a high
percentage of c-myc activation (33%) was observed pointing to a probable
role of myc in leukoplakia malignant transformation,  while in the other
type of lesion there were no signs of myc amplification.
Keywords: c-myc oncogene, amplification, oral leukoplakia, chronic laryngitis
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